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PROCEDE D ' IDENTIFICATION D * ESPECES 
5 VEGETALES ET DE LEURS HYBRIDES 

L' invention a pour objet un procede 
d 1 identification d ' especes vegetales et: de ieurs 
hybrides, et des taxons de rang inferieur, base sur 

10 1 1 utilisation d ' un referentiel. 

Par taxons de rang inferieur , on entend en 
particulier sous-especes, varietes, sous-varietes, formes 
et sous-formes, ainsi que cultivars ou cepages et clones, 
sans etre lie a des definitions striates de ceux-ci, 

15 En prenant comrtie exemple Vitis vinifpra . 

V. labruSCfl, 5£. riparia ou J£. rupftStrift qui sont des 
vignes comme espece vegetale, il est couramment considere 
que Vitis correspond au genre, vinif era, riparia, 
labrusca, ou rucfistxis ■ correspondent a 1 'espece, que ces 

20 especes comprennent plusieurs cultivars ou cepages, parmi 
lesquels divers clones. 

Les expressions "especes vegetales" et 
"hybrides", telles qu'utilisees dans la description et 
les revendications englobent, sauf indications 

25 contraires, les taxons de rang inferieur qu'elles 
renferment. 

Dans le domaine de la vigne par exemple, de 
nombreuses recherches sont effectuees pour mettre au 
point des methodes de reconnaissance de cepages et, parmi 

30 ceux-ci, de clones, permettant aux services de controle 
de s ' assurer qu'un pied de vigne, voire une bouteille de 
vin, correspond bien aux indications donnees. Leur 
reconnaissance par la seule observation ampelographique 
est difficile et rend necessaire le. recours a des 

35 methodes de laboratoire. 
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Des techniques de separation par 

chromatographie ont ainsi ete proposees . Toutefois, elles 
ne permettent pas une analyse globale et reproductible 
des produits, une partie des tanins etant retenue sur la 
5 colonne. De plus, ces techniques ne permettent pas de 
differencier les clones entre eux. 

On a egalement rapporte 1 r utilisation de la RMN 
ou des techniques de genie genetique. 

Cependant, les travaux decrits, en ce qui 
10 concerne la RMN, portent essentiellement sur les vins et 
non sur les organes de la vigne . 

II s ' agit plus specialement d T etudes sur des 
produits issus de la fermentation de levures dans des 
vins blancs, comme le glycerol, ou de produits 
15 fermentescibleS; comme les sucres, qui ne sont done pas 
propres a la vigne. 

En ce qui concerne la RMN , il s 1 agit de . 
techniques monodimensionnelles ( lH et 13c ) pour 
lesquelles les raies spectrales se chevauchent, ce qui 
20 induit des erreurs dans les donnees d 1 integration. 

Quant aux techniques de genie genetique, elles 
presentent 1 1 inconvenient d'etre difficiles a mettre en 
oeuvre. De plus, elles necessitent du. personnel hautement 
qualifie et des equipements de laboratoires repondant a 
25 des normes strictes, ce qui ne permet pas d'envisager des 
applications a l'echelle industrielle, compte tenu des 
couts qui en resultent. 

La recherche de moyens f iables de 
caracterisation a conduit les inventeurs a prendre en 
30 compte un type de composes present dans la vigne et de 
nombreuses autres especes vegetales, et a le soumettre a 
une succession d' analyses reaiisees dans des conditions 
determinees. 
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Les travaux effectues ont ainsi montre que, de 
maniere inattendue , les composes polyph<enoliques 
presentent des constantes qualitatives et quantitatives 
caracteristiques d'une espece vegetale et de ses hybrides 
5 et, a l'interieur d'une espece vegetale et de ses 
hybrides, caracteristiques de leurs taxons de rang 
inferieur conune leurs sous-especes, variestes, sous- 
varietes, formes et sous- formes ainsi que cultivars ou 
cepages et meme parmi ceux-ci, des clones. 
10 L T invention repose sur 1 ' utilisation de ces 

composes phenoliques pour obtenir des informations 
constituant une carte d'identite d'une espece vegetale ou 
d 1 un hybride donne et de leurs taxons de rang inferieur • 
L' invention a done pour but de fournir un 
15 nouveau procede de reconnaissance d ' especes vegetales et 
de leurs hybrides, de leurs taxons de rang inferieur base 
.'sur 1 ! utilisation d'un referentiel permettant une 
discrimination de grande fiabilite. 

L f invention vise ainsi a fournir plus 
20 specialement un systeme de reference, ou banque de 
donnees, pour une espece vegetale, ou ses hybrides et 
leurs taxons de rang inferieur, elabore a partir de 
caracteristiques des composes phenoliques qu'elles 
renferment. 

25 Selon un autre aspect, 1 ' invention vise a 

fournir des moyens pour verifier la nature du rang d'un 
taxon d'une espece vegetale ou d'un hybride a controler. 

Elle vise egalement des moyens pour controler a 
partir d'un produit issu d'un materiau vegetal, 

30 1 ' appartenance de ce dernier a un taxon de rang inferieur 
d'une espece vegetale ou d'un hybride 

Le procede, selon 1' invention, d ' identification 
d'une espece vegetale, ou de ses hybrides, ou d'un taxon 
de rang inferieur de cette espece ou de ses hybrides, est 
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caracterise en ce qui 1 on soumet un extrait essentiellement 
constitue par des composes polyphenoliques, provenant 
d'un mater iau vegetal donne de ladite espece ou hybride, 
de leurs taxons de rang inferieur, ou d'un produit 
5 elabore a partir de ces materiaux, a au moins une analyse 
par RMN multidimensionnelle, suivie d 1 une analyse 
quantitative des signaux et du traitement statistique des 
donnees d 1 integration, conduisant a 1 1 obtention de 
donnees caracteristiques de 1 1 espece vegetale, de 

10 1' hybride, ou de leurs taxons de rang inferieur. 

L f exploitation des donnees des cartes de RMN 
obtenues selon 1' invention, concernant les extraits 
polyphenoliques des materiaux et produits etudies, permet 
de disposer d' une technique de reconnaissance de grande 

15 fiabilite des taxons de rang inferieur auxquels 
appartiennent ces materiaux, ou a partir desquels sont 
obtenus ces produits. Cette fiabilite implique la 
realisation des extractions et des analyses dans les 
memes conditions. 

20 D'une maniere avantageuse, ces donnees 

s ' averent constantes pour un mater iau donne, ce qui 
permet leur utilisation pour elaborer un systeme de 
reference ou de banque de donnees constituant une 
signature du potentiel genetique des taxons de rang 

25 inferieur etudies. 

Selon un mode prefere de realisation de 
1' invention, les extraits polyphenoliques sont soumis a 
une analyse RMN heteronucleaire lH-13c, procurant des 
informations sur la structure des polyphenols presents 

30 dans les extraits. 

On a plus specialement recours a une analyse 

bidimensionnelle ( 2D ) . 

Au moyen d'une detection protonique, en 
utilisant d'une maniere avantageuse une sonde de 
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detection dite inversee lH-13c, done de grande 
sensibilize lH, on etablit les correlations entre le 1h 
et le 13 C ( taches de correlation) par. le biais de leur 
couplage mutuel - 
5 De maniere avantageuse, on a plus specialement 

recours a 1 1 analyse HMBC ( Heteronuclear Multiple Bond 
Connectivity), qui etablit des correlations 

heteronucleaires lH-13c a longue distance- On voit ainsi 
le couplage entre les protons et les carbones 13 distants 

10 de deux ou trois liaisons. 

La sequence d' impulsions utilisee est plus 
specialement celle d ' une HMBC -GAS (Gradient Accelerated 
Spectroscopy). Des impulsions de gradients de champ 
magnetique sont envoyees au cours de 1 ' experience, ce qui 

15 permet une suppression satisf aisante des pics centraux, 
c-a-d horizontalement sur le milieu du spectre ne 
contenant pas d 1 informations, et ceci avec un temps 
d' experience reduit dans les . conditions, de la mise en 
oeuvre du procede par rapport a 1 * HMBC sans gradients. 

20 De plus, les cartes HMBC-GAS presentent 

I'avantage d'une plus grande lisibilite. En effet, elles 
ne contiennent pas de trainees verticales ("tl noise) 
situees a la frequence de chaque signal et provenant de 
1 ' imperfection du systeme d ' elimination de tels signaux 

25 dans le cas de "detection en .quadrature" dans les 
experiences sans gradients. 

Les interf Programmes (FID) sont tout d 1 abord 
multiplies par une fonction sinusoidale carree pour 
augmenter le rapport signal/bruit (S/B) et subissent une 

30 Transformee de Fourier en magnitude. 

En variante, ou en plus de 1 1 analyse > HMBC-GAS , 
on soumet l'extrait polyphenolique a une analyse HMQC 
( Heteronuclear Multiple Quantum Correlation ) . Cette 
analyse permet d'etudier les. correlations hetero- 
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nucleaires entre les lH et les 13c situes a une seule 
liaison. Les interf erogrammes (FID) sont trout d 1 abord 
multiplies par une fonction sinusoidale carree pour 
augmenter le rapport S/B, et subissent une Transformee de 
5 Fourier, mais dans ce cas-la en amplitude, puis ils sont 
phases . 

Dans une autre variante, utilisee seule ou en 
combinaison avec 1 ' analyse HMBC-GAS et/ou HMQC, on soumet 
1 'extrait a etudier a une analyse HMQC - HOHAHA 

10 (HOmonuclear HArtman HAhn). Cette analyse permet de voir 
non seulement le couplage d ' un carbone 13 avec le proton 
qu'il porte directement , mais egalement avec tous les 
protons qui sont couples a ce dernier. Les principaux 
parametres experimentaux correspondent a ceux de 1 1 HMQC 

15 auxquels est ajoute un "temps de melange" (spin-lock). 

Pour realiser ces experiences, il est 
avantageux d'utiliser un spectrometre equipe d'un systeme 
de regulation de la temperature tres stable, afin 
d'eviter des perturbations sur les cartes de RMN. 

20 Les taches de correlation des analyses RMN sont 

ensuite integrees et les donnees obtenues font l'objet 
d 1 une analyse statistique multidimensionnelle. 

L r integration correspond au calcul du volume de 
chaque pic de correlation en additionnant tous les points 

25 presents dans le secteur delimite autour de chaque tache 
de correlation, chaque tache de correlation etant 
digitalisee en points d ' intensite variable. 

L f ensemble des donnees d 1 integration est soumis 
a une analyse multidimensionnelle. 

30 On a ainsi plus specialement recours a 

1' analyse de variance ( ANOVA ) , et/ou a 1 ' analyse en 
composantes principales (ACP), et/ou a 1 ' analyse 
factorielle discriminante ( AFD ) . 
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L'ANOVA permet de selectionner les taches de 
correlation (variables) qui apportent le plus 
d ' informations . 

L ! ACP represente les individus (clones) dans un 
5 espace a deux dimensions, les individus etant 
initialement presents dans un espace a N dimensions (N = 
nombre de variables selectionnees ) . Cette analyse permet 
d'etudier les individus dans l f espace des composantes 
principales, de maniere a pouvoir determiner 1' existence 
10 possible de groupes et d ' anomalies . 

L'AFD est utilisee pour discriminer de maniere 
optimale les groupes predefinis de clones. 

Le recours a l'ANOVA permet de selectionner les 
variables les plus riches en . informations . On rappelle 
15 que cette technique repose sur le calcul d'un facteur F 
proportionnel au rapport de la variance calculee tous 
groupes confondus sur la somme des variances calculees a 
1 • interieur de chaque groupe pre-defini. Dans le cas - de 
la vigne, ces groupes sont les cepages, ou les clones. 
20 Les variables pour lesquelles F est le plus eleve sont 
retenues pour l'ACP et I'AFD. La reduction de ce nombre 
de variables avant de proceder a 1 ' analyse 
. multidimensionnelle permet de s' assurer de 1 ' obtention de 
resultats fiables. De tels resultats sont obtenus avec un 
25 rapport nombre. d 1 echantillons/nombre de variables 
superieur a 3. 

Une fois le nombre de variables reduit, une 
analyse en composantes principales, ACP, est effectuee 
sur les donnees . Cette technique calcule de nouvelles. 
30 variables (composantes principales orthogonales ) par 
combinaison lineaire des variables originales, a partir 
de 1' ensemble des individus (cepages, clones) auxquels 
sont associes des caracteres quantitatifs. Ces 
composantes principales permettent de distinguer le mieux 
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possible les individus, sans presupposer 1 ' existence de 
regroupements parmi les individus. 

L* analyse est realisee sur des donnees brutes. 
On obtient une representation des individus dans un plan 
5 a deux dimensions ou le premier axe calcule possede la 
plus grande variance conduisant a la plus grande 
dispersion des individus sur cet axe. Cette analyse 
permet de detecter 1' existence de groupes ou d' individus 
atypiques . 

10 Pour discriminer de maniere optimale les 

individus constitues de sous-groupes definis (varietes, 
cultivars, clones...), ces distinctions n'etant pas 
exhaustives, ni limitatives, par les resultats de l'ACP, 
on realise avantageusement une AFD. A cet effet, on 

15 calcule de nouvelles variables, combinaisons lineaires 
des variables originales, en recherchant un centre de 
gravite pour chaque groupe le plus eloigne possible. 
L 1 AFD est ensuite utilisee pour 1 ' affectation d ' individus 
supplementaires a l'un des groupes precedents. 

20 Les etapes qui precedent sont avantageusement 

realisees sur les extraits polyphenoliques totaux d * un 
materiau vegetal de l'espece vegetale ou de 1 1 hybride a 
etudier, ou d'un produit elabore a partir de cette espece 
vegetale ou de cet hybride, ce materiau et ce produit 

25 etant appeles ci-apres matieres premieres. 

Ces matieres premieres sont soumises a une et, 
avantageusement, plusieurs extractions realisees dans des 
conditions identiques. On utilise des solvants 
organiques, le cas echeant additionnes d'eau. Des 

30 solvants appropries comprennent 1' acetone, 1 ' acetate 
d'ethyle, I'ether, seuls ou en melange. 

Pour des commodites de manipulation, il est 
avantageux d'utiliser ces extraits sous forme 
lyophilisee. 
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Les matieres premieres proviennent d ' especes 
vegetales ou de leurs hybrides possedant des organes 
vegetaux riches en composes polyphenoliques . On citera 
tout particulierement la vigne, le champ de 1 ' invention 
5 s'etendant toutefois a la reconnaissance d'autres tanins 
que ceux de la vigne, comme les tanins oenologiques de 
pin, de chene, ou de noix de galle. 

La technique de dif f erenciation de 1 ' invention 
presente egalement un grand interet pour la 

10 reconnaissance de differentes varietes d ' arbres fruitiers 
(par exemple de pommiers ) , ou de varietes florales 
(notamment de rosiers), ou encore de plantes medicinales. 
Les organes vegetaux utilises pour l'obtention des 
extraits sont choisis , avantageusement , en tenant compte 

15 de leur richesse en composes polyphenoliques et de leur 
traitement facile. II s ' agit par exemple de feuilles, de 
graines, de pepins ou, le cas echeant , d'ecorces ou.de 

petales de f leurs. 

Les produits elabores a partir de l'espece^ou 
20 de 1 ' organe vegetal comprennent du jus de fruits, ou des 
produits issus de leur fermentation, comme le vin ou la 
biere. 

L' invention fourhit ainsi les moyens, a partir 
du contenu polyphenolique d'un extrait de vegetal, 
25 d'etablir un ensemble de donnees caracteristiques d'une 
espece vegetale ou de ses hybrides et, selon un aspect de 
grand interet, de taxons de rang inferieur de cette 
espece vegetale ou de ses hybrides. 

Compte-tenu du caractere constant obtenu pour 
30 ces donnees, dans les conditions enoncees ci-dessus, ces 
dernieres sont utilisees selon 1 ' invention pour 
constituer une banque servant de ref erentiel . 

Ce ref erentiel est done etabli, par 
accumulation de resultats, en operant dans des conditions 
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identiques, pour une espece vegetale et ses hybrides, ou 
pour les taxons.de rang inferieur, selon 1 ' organe vegetal 
ou le produit elabore a partir de 1 ' organe vegetal, d ' ou 
sont extraits les composes polyphenoliques . 
5 l ' invention vise un procede d ' identification 

d'une espece vegetale ou de ses hybrides et de leurs 
taxons de rang inferieur, caracterise en ce qu'on soumet 
un extrait provenant d'un organe vegetal, ou d 1 un produit 
elabore a partir de cet organe ou de 1 ' espece vegetale, 

10 de ses hybrides et de leurs taxons de rang inferieur, a 
une analyse par RMN multidimensionnelle et au traitement 
des donnees de RMN comme indique ci-dessus, et on compare 
les resultats obtenus aux donnees d'un referenciel 
correspondant a 1' espece. 

15 L' invention fburnit ainsi les moyens de 

controler avec une grande precision une origine et, par 
la, un ensemble de qualites d'un materiau vegetal ou d'un 
produit elabore a partir de ce materiau, comme les jus de 
fruits ou des produits issus de leur fermentation comme 

20 le vin ou la biere. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
. 1' invention sont donnes dans les exemples qui suivent aux 
fins d ' illustration. 

Dans ces exemples, il est fait reference aux 
25 figures 1 a 17, qui representent respectivement : 

les figures 1 a 3, representent 
respectivement les cartes de l'HMBC-GAS, 1 ' HMQC et 
l'HMQC-HOHAHA d ' extraits de pepins de raisin du clone 

Merlot Noir 343, 
30 _ ia figure 4, les resultats de 1 ' ANOVA sur 

l'HMBC d' extraits de pepins de differents cepages, 

- la figure 5, la classification hierarchique 
pour ces cepages ( sur HMBC-GAS ) , 
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les figures 6 et 7, les resultats 
respectivement de l'ACP et de.l'AFD sur l'HMBC-GAS de ces 
cepages, 

- les figures 8, 9 et 10, les resultats de 
5 l'ANOVA sur l'HMBC-GAS, respectivement de Merlot Noir , 

Cabernet Franc et Cabernet Sauvignon, 

- les figures 11, 12 et 13, les resultats de 
l'ACP sur l'HMBC-GAS, respectivement de Merlot Noir, 
Cabernet Franc et Cabernet Sauvignon, 

10 - les figures 14, 15 et 16, les resultats 

correspondant de l'AFD, 

la figure 17, la carte de 1'HMBjC-GAS. 
gradients de feuilles de vigne de Cabernet Sauvignon, 337, 
et 

15 - la figure 18, les resultats.de l'ANOVA sur 

l'HMBC-GAS de feuilles de vigne. 

Expmple 1 : Etude d'extraits de pepins de 

raisin. 

On rapporte un protocole operatoire applique 
20 aux pepins de raisin de clones de trois cepages . 

11 s'agit des cepages de Cabernet Franc (en 
abrege CF ) , Cabernet Sauvignon (en abrege CS ) , et Merlot 
Noir (en abrege MN) et des clones : N° 312, 332, 331, 
330, 187 de Blanquefort et, N° 312, 332, 331 de 
25 Montagne, pour CF ; N° 335, 337, 339, 341, 191 pour CS et 
N° 181, 343, 346, 347, 348 pour MN. 

Ce protocole operatoire comprend : I. 1 1 extraction des 
polyphenols ; II. 1 1 analyse RMN des extraits obtenus ; 
III. 1 f integration des donnees de 1 * analyse RMN ; et. IV. 
30 une analyse statistique de ces resultats. 



Chacune de ces etapes est detaillee ci-ap 



res . 
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I . Fxtraction des polyphenols 

Trois extraits de chaque clone ont ete prepares 
en procedant comme suit : 

On fait macerer 50 g de pepins de raisins sees 
5 pendant 24 heures a I'abri de la lumiere dans 60 ml de 
melange acetone/eau (2/3). 

On soumet le melange a une etape de lixiviation 
pendant 15 minutes. On recupere une premiere fraction. 

On ajoute 310 ml du meme melange de solvant aux 
10 pepins maceres et on le soumet a une lixiviation pendant 

10 a 12 heures. On recupere une deuxieme fraction. 

On reunit les deux fractions et on evapore 

1 1 acetone sous pression reduite a 30°C. 

On extrait la solution restante par de 
15 l f acetate d'ethyle ( AcCEt ) , selon le schema suivant : 

Volume AcOEt (ml) Agitation 

200 10 min 

100 5 min 

100 5 min 

20 50 5 min 

Les deux couches sont alors centrifugees pour 
eliminer 1 ' interface insoluble. 

Apres evaporation de 1 1 acetate d'ethyle, on 
dissout 1* extrait dans I'eau, puis on le lyophilise. 
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Le rendement d ' extraction est de 2g/l00g de 
pepins sees environ. 

Lbs. extraits polyphenoliques des pepins 
renferment principalement des flavanols, catechine et 
epicatechine, repondant aux formules suivantes , ainsi que 
leurs polymeres. 
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II. Analyse nar RMN 

20 Une quantite d'extrait identique pour chaque 

clone (100 mg ) est dissoute dans du dimethyl sulphoxyde 
deuterie (DMS0-d6) et analysee par RMN 2D. Trois 
experiences sont enregistrees pour chaque extrait : 
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On utilise une sonde de detection dite inversee 
1 H -I3c, qui presente 1 ' avantage d ' une tres grande 
sensibilite !h. 

On obtient 

5 - le spectre du proton par projection sur 1 ' axe 

horizontal, 

- le spectre du carbone 13 par projection sur 
1 ' axe vertical, 

les correlations entre ces deux noyaux 
10 . (taches de correlation de la carte 2D) par le biais de 
leur couplage mutuel . 

Experience 1 : Analyse HMBC ( ref 1 ) donnant les 
correlations heteronucleaires (1H-13C) a longues 
distances ( 2 jc-H et 3jc-H). 
15 Les references numeriques "ref. 1" et suivantes 

sont precisees dans la partie "Bibliographie" en fin de 
description. 

La sequence d* impulsion utilisee est celle 
d ' une HMBC -GAS . 

20 Les parametres d * acquisition sont les suivants . 

La frequence d' excitation dans la dimension 1h est de 
500,14021 MHz et de 125,7728 MHz dans la dimension 13c. 
La fenetre spectrale est de 5319,15 Hz dans la dimension 
lH et de 27670,02 Hz dans la dimension 13c. 

25 Chaque signal de precession libre (FID) est 

digitalise sur 2048 points et 512 experiences sont 
enregistrees dans la dimension 13c. Les donnees 
d' acquisition sont tout d ' abord multipliees par une 
sinusoide carree pour augmenter le rapport signal/bruit 
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(S/B) et subissent une Transf ormee de Fourier en 
magnitude. Pour chaque experience, 16 FID sont accumules. 
Le temps d* experience est de 4 h. 

Experience 2 : Analyse HMQC (ref 2) donnant les 
5 correlations heteronucleaires (1h-13c) directes (IjC-H). 

Les principaux parametres d 1 acquisition des 
donnees sont les suivants. 

La frequence d' excitation dans la dimension lH 
est de 500,139658 MHz et de 125,7672 MHz dans la 
10 dimension 13c. La largeur spectrale est de 3787,88 Hz 
dans la dimension lH et de 16520,27 Hz dans celle du 13c. 

Chaque FID est digitalise sur 2048 points et 
256 experiences sont enregistrees dans la dimension 13c 
contre 512 experiences pour I'HMBC-GAS. Cette reduction 

15 du nombre d 1 experiences deteriore la resolution des 
taches de correlation dans la dimension 13c, mais permet 
de conserver un temps d ' experience identique a celui de 
l'HMBC. Pour chaque experience, 32 FID sont accumules 
pour parvenir a un rapport S/B convenable. Le temps 

20 d f experience est de 5 h. 

Les donnees d 1 acquisition sont tout d f abord 
multipliees par une fonction sinusoidale carree pour 
augmenter le rapport S/B et subissent une Transformee de 
Fourier en amplitude, puis sont phasees. 

25 Experience 3 : HMQC-H0HAHA (ref. 3) donnant les 

correlations heteronucleaires (lH-13c) relayees aux 
protons couples. 

Les principaux parametres experimentaux 
correspondent a ceux de 1 T HMQC auxquels est ajoute "un 
30 temps de melange" (spin-lock). 
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Les trois experiences sont enregistrees a 303 
K. Le spectrometre est equipe d'un systeme de regulation 
de la temperature tres stable, ce qui evite des 
perturbations sur les cartes RMN, comme des trainees au 
niveau des taches de correlation. 

Les cartes de RMN obtenues a 1* issue de chacune 
de ces trois experiences sont donnees respectivement sur 
les figures 1 a 3. 

L' information contenue dans les cartes RMN 2D 
de chaque clone est traduite en donnees numeriques par le 
calcul du volume de chaque pic de correlation en 
utilisant un systeme inf ormatise , 

A cet effet, on delimite des secteurs autour de 
15 chaque tache de correlation et. le volume est calcule en 
additionnant tous les points presents dans le secteur 
(chaque tache de correlation est digitalisee en points 
d'intensite variable). 

Les donnees obtenues font ensuite l'objet d'une 
20 analyse statistique multidimensionnelle . 

IV . Analyse * i *± i rpie mul t i (1 i mftns .i on n p 1 l e des 

HnnnP^ ^h-t^nnes *vec 1 T HMBC-GAS 

IV. A. analyse des ceoaQeS : 

a) analyse de variance (ANOVA) 

25 Par analyse de variance, on selectionne les 

taches de correlation (variables) qui apportent le plus 
d ! informations ( ref 4 et 5 ) . 
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Pour les donnees obtenues avec l'HMBC-GAS, qui 
sont representees sur la figure 4, les variables les plus 
discriminates (F superieur a 150) sont les suivantes : 
N a 22, 25, 27, 28, 31, 32, 34, 35,. 37, 38, 42 et 44. 

5 Ces variables correspondent principalement a 

des taches de correlation de lH entre 2 et 3 ppm d 1 une 
part et entre 6 et 7 ppm d * autre part. 

b) analyse hierarchique des individus 

On procede ensuite a une classification 
10 hierarchique des individus de telle sorte que les 
distances entre eux soient fonction de leur similarity et 
ceci sans presupposer 1* existence de groupes. 

Comme le montre la figure 5, qui represente 
1 1 analyse des clusters, les cepages sont assez bien 
15 differencies puisque seuls les echantillons marques d'un 
asterisque sont rnal classes. 

Ces echantillons correspondent aux clones 191 
de CS et 343 de MN. Les donnees d ' integration mettent en 
evidence qu ' ils presentent des caracteristiques 
20 differentes des clones issus des memes cepages, 

c) analyse en composantes principales ( ACP ) 

Cette analyse (ref 6, 7 et 8) permet une 
analyse des individus (clones) dans un espace a deux 
dimensions, les individus etant initialement presents 
25 dans, un espace a N dimensions, N etant le nombre de 
variables selectionnees . On etudie ainsi la structure des 
individus de maniere a pouvoir determiner 1* existence 
possible de groupes et d f anomalies. 
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Les resultats obtenus represent** sur la figure 
6, pour r superieur a 30, «tr e nt que 1.. cepages sent 
dans 1' ensemble bien differencies. 

Les clones a 1 • interieur du cepage CS sont 
egalement bien differencies. avec one plus ou moins 

grande similarity des clones. „,„.,.. 

H n'en est pas de meme pour les autres 
cepages. =e qui resulte vraise.biable.ent du Choi* de 
variables selon le crlt« du cepage. ~ 
discriminates pour les clones des cepages CF et MN. 

d) analyse factorielle discriminate ( AFD ) 
Cette analyse dispose les echantillons dans un 
espace a deu* dimensions de maniere a avoir les 
barycentres des groupes pre-definis < ref 6 1 et 8) les 
plus eloignes possibles, ceci en constrursant des axes 
discriminants qui sent des combinaisons lineages des 
variables de depart, on rapporte sur la figure 7 les 
resultats de 1-AFO obtenue a partir des donnees de 
l'HMBC-GAS (F superieur a .150). 
20 on constate que dans 1 ' ensemble les cepages 

sont bien separes . 

F t1 1 ^ ^ m nriPip ^ stat i st i gues 

Pour valider la technique de 
discrimination des cepages et des clones, la ' «bu.*e... 
25 d es modeles a ete testee par des tests statxstxques (Test 
de Jacknife et validation croisee). 

• ,•/».. a pte enleve successivement, 
Chaque indiviau a ete enj.ev<= 

avec remise a la population de depart puis une AFD a ete 
effectuee et les coordonnees de 1 • individu enleve ont ete 
30 calcul.es a partir des equations discriminantes . On 
verifie alors si 1' individu est affecte dans le bon 
croupe. On considere que la teennique est val.dee 
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iorsqu'on obtient des Equations discri-inantes stables 
quelque soit 1'individu enleve et que 1. pourcentage 
d'individus bien classes est: eleve. 

A chaque operation, de nouveaux axes 
discriminants ont ete obtenus : 



Xl=ail Van + ai2 Var 2 + -•• * ai p Var p 
X 2 =a 2 l v ari + a 2 2 var 2 ♦ ••- + a 2p Var P 



X n =a n l Var l + a n 2 Var 2 + + a np Var P 

10 X n : axes discriminants 
n : nombre d ' individus 

anp : coefficients des axes discriminants 
varp : pieme variable selectionnee par ANOVA 
A partir de ces donnees, plusieurs calculs ont ete 
15 effectues: 

Pour connate Importance des coefficients des n-odeles 
et leur stabilite. la moyenne <m> et. 1'ecart-type 
de chaque coefficient ont ete calcules. 

Le barycentre de chaque groupe _ a egalement ete 
20 calculi a chaque operation et chaque individu af facte au 
group- dont le centre de gravite etait le plus 
lui. On peut calculer ainsi le pourcentage d- .ndiv idus 
bien classes a chaque f ol. et etudier le taux de bon 
classement et la stabilite du classen-ent pour chaque 
25 groupe et pour tous les groupes reunis. 
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Les moyennes ( m ) et ecart-types (EC) des 
coefficients des axes 1 et 2 sent donnes ci-apres ( nombre 
d'individus : 45 donnees brutes). 



Mov. 



10 



Axe 1 
EC 



Coef. 
Var. 



m 



Axz 2 
EC 



Coef. 1 


24.2 


3.51 


14.5 


28.8 


3.56 


Coef. 2 


20.5 


2.28 


11.1 


2.75 


1.64 


Coef. 3 


13.7 


4.17 


30.4 


42 


3.89 


Coef. 4 


20.9 


2.51 


12 


21 


2.35 


Coef. 5 


2.94 


2.36 


80.3 


2.11 


2.22 


Coef. 6 


32.7 


2.56 


7.82 


30.4 


2.07 


Coef. 7 


11.4 


3.75 




23.3 


2.54 


Coef. 8 


11.4 


3.7 


32.5 


18.2 


3.95 


Coef.. 9 


13.9 


2.15 


15.5 


5.79 


2.19 


Coef. 10 


23.7 


2.17 


.9.17 


5.56 


2.68 


Coef. 11 


4.23 


1.34 


31.7 


12.8 


1.84 


Coef. 12 


4.36 


1.44 


32.9 


5.84 


2.08 



Coef. 
Var. 

12.4 

59.6 

9.25 

11.2 

105 

6.83 

10.9 

21.6 

37.8 

4S.2 

14.3 

35.7 
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Les calculs effectues pour 1'HMBC-GAS morvtrent 
qu e pour raxe 1, les. coefficients 1, 2, 4, 6 et 10 sont 
les plus important* dans le n,odele et ont une bonne 
stabilite (Ecart-types f aibles ) . Compte tenu des valeurs 
des coefficients, on en deduit que ce sont les variables 
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22, 25, 28/ 32, 37 et 38 qui sont les plus influentes 
pour la construction de l'axe 1. 

Pour l'axe 2, les coefficients 1, 3, 4, 6 et 7 
sont les plus importants dans le modele et ont une bonne 
5 stabilite (Ecart-types faibles). Compte tenu des valeurs 
des coefficients, on en deduit que ce sont les variables 
22, 27, 28, 32 et 34 qui sont les plus influentes pour la 
construction de l'axe 2. 

Les pourcentages d'individus bien classes sont 
10 de 99,85 pour les CF et les MN et de 100 pour les CS , les 
clones CF312mg et CF331Mg sont responsables du 
pourcentage des CF du fait de leur proximite des MN. 

La discrimination des cepages de vigne a l'aide 
des donnees RMN de l'HMBC-GAS constitue done bien une 
15 technique fiable compte-tenu des resultats statistiques - 

XV. 2 analyse df»s clones 

Pour la reconnaissance des clones, les cepages 
ont ete analyses separemment . 

- Analyse ANOVA 

20 On rapporte sur les figures 8, 9 et 10, les 

valeurs de F dans . 1 ' analyse de variance, obtenues d'apres 
les spectres RMN HMBC-GAS , respectivement pour les clones 
des cepages MN, CF et CS. 

On indique ci-apres pour chaque cepage la 
25 valeur de F selectionnee et les variables choisies : 

Merlot Noir : F > 10 ; variables choisies : .3, 
4,6, 9, 12, 34, 37 ; 
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Cabernet Franc : F > 30, 5 ; variables choisies: 
7, 22, 23, 25, 34, 36, 37, 38, 39, 43 ; 

Cabernet Sauvignon : F > 5 5 ; variables 
choisies : 3, 6, 7, 9, 39, 45, 47. 

5 - Analyse ACP 

Les resultats de 1 r analyse ACP sur l'HMBC-GAS 
des extraits polyphenoliques de pepins pour MN, CF et CS, 
sont respectivement rapportes sur les figures 11, 12 et 
13. 

10 On constate pour le Merlot Noir une tendance a 

se regrouper par clone excepte les individus MN 181 bt et 
MN 346 bt 194. 

Pour le Cabernet Franc, les clones ont tendance 
a former des groupes avec plus ou moins de similitudes 
15 entre eux. 

Les clones differant uniquement par le terroir 
(312, 331, 332) se dif f erencient tres nettement. 

Dans le cas du Cabernet Sauvignon, on remarque 
une bonne separation des clones. 

20 - Analyse AFD 

Les resultats de 1 ' analyse factorielle 
discriminate sur l'HMBC-GAS des extraits de pepins de 
raisin sont donnes sur les figures 14, 15, et 16 
respectivement pour MN (F > 10), CF (F > 30,5) et CS ( F > 
25 55). 

On . obtient dans les 3 cas une bonne 
dif f erenciation des clones. 
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La dif ferenciation des cepages et des clones 
par integration des correlations de l'HMBC-GAS constitue 
done bien une technique fiable. 

V - Analyse ^tistiqne des — dOMieeS — Ohtenues 
5 I'HMnr d'une nart. aver I ' H M QC - HOHflHfi, d ' autre 

On applique les techniques rapportees ci-dessus 
aux donnees des spectres de 1 1 HMQC et de 1 ' HMQC-HOHAHA 
pour les cepages et les clones . 

10 On obtient dans les deux cas une bonne 

discrimination. 

Example 2 : Etude d'extraits de feuilles de 

vigne. 

On prepare des extraits polyphenoliques de 
15 . feuilles de vigne a partir des cepages et clones 
suivants: 

Cepages Merlot Noir MN clones : 343 et 347 

Cabernet Sauvignon CS clones : 335 et 337 
Cabernet Franc CF clones : 312 et 187 
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I . F^tr^rti on des polyphenols 

On fait macerer 50 g de feuilles seches pendant: 
24 heures a 1 ' abri de la lumiere dans 500 ml de melange 
acetone/eau (2/3). 

5 On soumet le melange a une etape de lixiviation 

lente pendant 1 a 2 heures. 

On fait evaporer 1 1 acetone sous pression 
reduite a 30 °C. Un precipite vert compose principalement 
de chlorophylle etde cires se forme. 
10 Pour eliminer les cires et la chlorophylle, on 

a recours a une etape de centrif ugation et a une 
extraction a 1' ether. 

On soumet le melange a une centrif ugation pour 
separer les deux phases . 

15 La solution restante est extraite par de 

l'ether ethylique (Et20) selon le shema suivant : 

V Et20 (ml) Agitation 

100 10 min 

100 5 min 

20 100 5 min 

On soumet la phase restante a une etape 
d* evaporation pour eliminer l'ether residuel, puis on 
extrait la solution restante par 1 1 acetate d'ethyle, en 
operant comme suit : 
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20 



25 



V AcOEt (ml) 

200 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 



Agitation 
10 min 

5 min 

5 min 

5 min 

5 min 

5 min 

5 min 

5 min 



10 On evapore ensuite 1' acetate d'ethyle sous 

pression reduite et on reprend le solute par l'eau pour 
lyophiliser. 

Les extraits polyphenoliques obtenus sont 

essentiellement formes de flavonoldes, quercetine et 

15 isoquerci trine , ces composes repondant aux formules 
suivantes : 




HO O 
quercetine 



O-Glucose 

HO O 
isoquercitrine 



Le rendemeht d ' extraction est de 3g/100g de feuilles 
seches environ. 



BNSDOCID: <WO 961891 1A1_I_> 




WO 96/1891 1 PCT/FR95/01660 

26 



II An^lygp RMN 

50 mg d* ext:rait sont dissous dans 0,5 ml de 
DMS0-d6. Pour le premier extrait de chaque clone, trois 
HMBC-GAS sont enregistrees, et pour le second extrait, 
5 une seule experience est enregistree pour verifier la 
reproductiblite de la technique d 1 extraction . 

Les parametres experimentaux sont les suivants: 
. frequence d'excitation de lH: 500,1412769 MHz 
et de 13c: 125,7728 MHz; 
10 . fenetre spectrale de lH: 14,489 ppm et de 

13c: 220 ppm. 

Le nombre d ' accumulations par experience est de 
12. Chaque interf erogramme (FID) est digitalise sur 2048 
points et 512 experiences sont enregistrees dans la 
15 dimension 13c. La duree de 1 * experience est de 2 h. Les 
donnees sont multipliees par une fonction sinusoidale 
carree et subissent une Transformee de Fourier en mode 
magnitude. 

On a represents sur la figure 17 la carte de 
20 RMN obtenue. 

III Analysfi ^tatistiaue ■ 
a ) ANOVA 

On rapporte sur la figure 18 les resultats de 
1' analyse ANOVA des donnees des spectres de 1' HMBC-GAS. 

25 Les variables les plus discriminantes sont les 

suivantes (F>60) : N° 113, 115, 117 et 118. 

Ces variables correspondent aux taches de correlation des 
lH a £ = 12,5 ppm avec les carbones a ^ = 99 ppm, 

145 ppm, S= 161 ppm et S = 163 ppm. 
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Ces caracteristiques sont celles d'un proton 
d'un hydroxyle qui est lie par I'etablissemnent d 1 une 
liaison hydrogene avec un carbonyle, ce type de protons 
se retrouve dans les f lavonoides qui sont les composes 
5 majoritaires des extraits de feuilles de vigne. 

b) Classification hierarchique . 

En operant conwne indique pour les extraits de 
pepins de raisin, on obtient une dif f erenciation des 
cepages, en particulier du cepage CS . 

10 c) Analyses ACP et AFD 

Dans, ces deux experiences, realisees comme 
indique plus haut, les clones sont d'une maniere generale 
bien separes. 

Les resultats montrent que les extraits de 
15 feuille permettent egalement de deceler une specificite 
du contenu polyphenol ique de chaque cepage, ou de chaque 
clone, puisque des differences apparaissent entre les 
clones et les cepages. 
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REVEND I CATIONS 



5 1. Procede d 1 identification d 1 une espece 

vegetale ou de ses hybrides et des taxons de rang 
infer ieur de cette espece vegetale ou de cet hybride, 
caracterise en ce qu 1 on soumet un extrait essentiellement 
constitue par des composes polyphenoliques , provenant 

10 d'un materiau vegetal de la dite espece vegetale ou du 
dit hybride et de leurs taxons de rang inferieur, ou d'un 
' produit elabore a partir de ce materiau, a au moins une 
analyse par RMN multidimensionnelle , suivie d 1 une analyse 
quantitative des signaux et du traitement statistique des 

15 donnees d 1 integration, conduisant a l'obtention de 
donnees caracteristiques de 1 ' espece vegetale, de 
1 ' hybride et des taxons de rang infer ieur. 

2. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que les extraits polyphenoliques sont 

20 soumis a une analyse heteronucleaire 1h-13c 
bidimensionnelle . 

3. Procede selon la revendication 2, 
caracterise en ce qu * on effectue une analyse HMBC , plus 
specialement une HMBC-GAS. 

25 4. Procede selon la revendication 2 ou 3 , 

caracterise en ce qu * on efectue une analyse HMQC 

5. Procede selon 1 1 une des revendications 2 a 
4, caracterise en ce qu ' on effectue une analyse HMQC- 
HOHAHA . 

30 6. Procede selon 1 ' une des revendications 

precedentes, caracterise en ce que les parametres 
d ' acquisition, frequence d' excitation dans la dimension 
lH, frequence d' excitation dans la dimension 13c et les 
fenetres spectrales dans les deux dimensions sont 
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15 



determines specif iquement pour chaque type d ' analyse et 
que chaque interf erogramme (FID) est multiplie par une 
fonction sinusoldale carree pour augmenter le rapport 
Signal/Bruit et subit une Transformee de Fourier en mode 
5 magnitude dans le cas de l'HMBC-GAS et en mode amplitude, 
puis phase, dans le cas d • une HMQC ou d'une HMQC-HOHAHA. 

7. Procede selon 1 ' une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les taches de 
correlation des analyses RMN sont ensuites integrees et 

10 les donnees obtenues font l'objet d'une analyse 
statistique multidimensionnelle . 

8. Procede selon 1 * une des revendications 
precedentes, caracterise en qu ' on effectue une analyse de 
variance (ANOVA), et/ou a une analyse en composantes 
principales ( ACP ) , et/ou une analyse factorielle 
discriminante ( AFD ) . 

9 . Procede selon 1 ' une des revendications 
precedentes, caracterise en ce qu'il est realise sur les. 
extraits polyphenoliques totaux d'un materiau vegetal de 

20 l'espece a etudier, ou d'un produit elabore a partir de 
cette espece ou d'un organe vegetal. 

10. Procede selon la revendication 9, 
caracterise en ce que le materiau vegetal provient 
d'especes possedant des organes vegetaux riches en 

25 composes polyphenoliques ou en tanins, comme la vigne, le 
pin, le chene, la noix de galle, d'arbres fruitiers, de 
varietes florales, ou de plantes medicinales. 

11. Procede selon la revendication 10, 
caracterise en ce que les organes vegetaux sont des 

30 feuilles, des graines, des pepins et, le cas echeant, des 
ecorces, ou des petales . 

12. Procede selon la revendication 9, 
caracterise en ce que le produit elabore a partir du 



BNS0OCI0: <WO 961891 1A1_I_> 



WO 96/18911 



PCT/FR95/01660 



materiau vegetal est du jus de fruit, ou des produits 
issus de leur fermentation, comme ie vin ou la biere* 

13. Procede selon 1 1 une des revendications 
precedentes, caracterise en ce qu'il est utilise pour 

5 etablir un referentiel par accumulation de resultats 
d 1 analyses effectuees, en operant selon les dispositions 
definies dans les revendications qui precedent, sur un 
materiau ou un produit d * une espece vegetale ou d f un 
hybride donne, ou des taxons die rang inferieur de cette 
10 espece vegetale ou de cet hybride, les materiaux ou 
produits etant traites dans des conditions identiques. 

14. Procede pour le controle de 1 1 origine et/ou 
la qualite d 1 une espece vegetale, d'un hybride, ou des 
taxons de rang inferieur de cette espece vegetale ou- de 

15 cet hybride, caracterise en ce qu'on soumet un extrait 
provenant d'un organe vegetal, ou d'un produit elabore a 
partir de cet organe, ou de 1 ' espece vegetale ou de 
1' hybride, ou des taxons de rang inferieur, a une analyse 
par RMN , suivie du traitement des donnees de RMN comme 

20 defini dans l'une des revendications 1 a 12, et de la 
comparaison des resultats aux donnees d'un referentiel 
correspondent a 1 ' espece vegetale, a l f hybride, ou aux 
taxons de rang inferieur de cette espece vegetale ou de 
cet hybride, auquel 1' element a analyser est suppose 

25 appartenir. 

15. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est 
applique a 1 ' identif ication de cepages et de clones de 
vigne. 
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